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Vysledky mikrobiologickych stanoveni jsou charakterizovany relativné vétSim rozptylem nez
fada stanoveni chemickych a tato skute¢nost miize zbytecné degradovat hodnoceni
mikrobiologickych ukazatelli. V soucasné dob¢ se vSak 1 do mikrobiologickych laboratofi
postupné zavadi systém spravné laboratorni praxe a sleduje se jakost vysledkil
mikrobiologickych analyz.

Metody mikrobiologického rozboru vody maji své zvlastnosti, dané¢ kromé€ omezeni stale
vylepSovanych metod stanoveni jako takovych jesté dal§imi faktory:

- Vzorek pro mikrobiologické stanoveni je velmi nestabilni, je nutné jej zpracovat maximalné
do 24 hodin a stanoveni tudiz nelze v zadném ptipad¢ opakovat. To mlze byt problém
predevsim u neznamych vzorki povrchové vody, kdy je nutné zvolit spravny stupeini fedéni.

- Stanovené mikroorganismy (zde mysleno bakterie) jsou diskrétni jednotky, které se navic
mohou absorbovat na suspendované latky a jejich “rozlozeni” ve vzorku tudiz neni
homogenni.

- Bakterie a ostatni mikroorganismy jsou zZive. Vodni prostiedi je pro hygienicky vyznamné
mikrobiologické ukazatele zcela nefyziologické, proto mohou byt stresované ¢i fyziologicky
poskozené a nemuseji vzdy vykazovat vlastnosti typické pro hledanou skupinu. Navic mohou
byt negativné ovlivnény pfitomnosti dalSich, napft. toxickych latek ve vzorku.

- Z vyse uvedenych divodu nelze jednoduse prevzit vsechny metody k zabezpeceni jakosti
vysledkil, pouzivané napt. v chemickych laboratofich. Neznamena to vSak, ze v mikrobiologii
nelze tuto oblast alesponl ¢astené osetfit, a tim zlepsit kvalitu prace pti mikrobiologickych
analyzach vod.

V leto$nim roce byl podrobné zpracovan ptispévek “Jakost prace v mikrobiologické
laboratofi”, ktery podrobné hodnoti vysledky experimentll zaméfenych na hledani nejvétsich
zdroji nepresnosti pii mikrobiologickém rozboru vody a pouzitelnost dostupnych
referen¢nich materidlli. Zde jsou podany shrnujici informace, které mohou vyuzit dalsi
pracovnici z vodohospodaiské praxe.

Tabulka 1. Hlavni problémy stanoveni koliformnich a termotolerantnich koliformnich
bakterii; minimalni nepfesnosti jsou zde charakterizovany experimentalné stanovenymi
variacnimi koeficienty (tj. podilem rozptyli na primérech)

Je nutno upozornit na to, ze nebyly studovany chyby ve smyslu nedodrzeni predepsanych
postupti a jinych nedostatkt ¢i lajdactvi, ale nepfesnosti metod jako takovych za prisného
dodrzovani predepsanych postupti.

Mikrobiologicky rozbor vody — hlavni zdroje nepiesnosti

Stanoveni koliformnich a termotolerantnich (fekalnich) koliformnich bakterii

Stanoveni koliformnich a termotolerantnich koliformnich bakterii bylo rozdéleno na nékolik
problémovych okruhi, které jsou charakterizovany v tabulce 1. Kazdy problémovy okruh byl

studovan zvlast’ a v nasledujici pasazi jsou podany hlavni vysledky.

Charakter vzorku



Tato problematika neni pfesné soucasti mikrobiologického rozboru vzorku vody, jiz
nespravné odebrany vzorek vSak miize byt pti¢inou mezilaboratornich rozdild. Z informaci
uvedenych v avodu vyplyva, Ze pro jakékoliv porovnavani vysledkl (mezilaboratornich i
vnitrolaboratornich) je nutno pouzivat pouze vzorky paralelni. Ty museji byt ziskany z
jednoho vzorku odebraného v jeden okamzik, z jednoho mista, do jedné vzorkovnice a poté za
maximalniho stupné¢ homogenizace rozdéleného na jednotlivé podily.

Ockovani vzorku

Ockovani vzorku (véetné jeho homogenizace) je zdrojem nejvetSich neptesnosti pii
mikrobiologickém rozboru vody. Toto bylo jednozna¢né potvrzeno vysledky experiment:

Byly stanoveny koliformni a termotolerantni koliformni bakterie, kdy jeden vzorek byl v
deviti paralelach naoCkovan tfemi pracovniky. Odecteni vSech vzorkt provedl jeden
pracovnik, aby byly vylouceny dalsi neptesnosti. Zjistilo se, Ze pii peclivém promichani
vzorkll podle piedpisu a pfesném pipetovani vzorku (pii pouziti sklenénych pipet spravného
objemu) lze dosdhnout rozptylu mezi naockovanymi paralelami vyjadifeného hodnotou
variacniho koeficientu pod 10 %. Pfi nedbalé praci vSak variacni koeficient miiZze dosahovat
hodnot az 50 % (!!).

Zivné medium

Byl studovan vliv zivného média na zachyt koliformnich a termotolerantnich koliformnich
bakterii. K zachytu koliformnich bakterii byl pouzit Endo agar, k zachytu termotolerantnich
koliformnich bakterii agar mFC. Média byla ptipravena podle standardné uzivanych piedpist,
jednotlivé varky pripravili tfi rlizni pracovnici z jedné laboratotfe. Kromé ptipravovatele se
varky lisily stafim (za dodrZeni skladovacich piedpisti), nebo napi. pouzitou destilovanou
vodou. Zjistilo se, ze pokud jsou dodrzeny vSechny ptedpisy ohledné ptipravy kultivaéniho
média, toto prakticky neovliviiuje ziskané vysledky. Varia¢ni koeficient mezi vysledky (n =
3*10) ziskanymi na tfech “raznych” médiich byl 4 % u koliformnich (Endo) i
termotolerantnich koliformnich (mFC) bakterii.

Analyza rozptylu (Anova) prokazala, ze vysledky koliformnich bakterii na Endo, resp.
termotolerantnich koliformnich bakterii na mFC jsou shodné (F 0,651479, resp.0,191255 F
kritickd 3,354131).

Inkubace

Vliv inkubacni teploty (resp. vliv kolisani teploty v pfedepsaném rozmezi) na zachyt
koliformnich a termotolerantnich koliformnich bakterii byl studovan pomoci paralelni
inkubace naockovanych vzorkl ve dvou termostatech, u kazdého se predpoklada urcité
kolisani teploty podle deklarace vyrobce, nemélo by vSak pfesahnout 1 °C.

Nebyly zjistény vyznamné rozdily mezi paralelnimi soubory ze dvou termostatti. Pro
stanoveni koliformnich bakterii je pfedepsana inkubacni teplota 37 °C +/- 1 °C. Variacni
koeficient mezi vysledky ze souboril z dvou termostatt byl pouze 2 %. Shodné vysledky
prokazala i analyza rozptylu (F 0,139064 F kriticka 4,300944).



U stanoveni termotolerantnich koliformnich bakterii byly navic sledovany rozdilné inkubacni
teploty predepisované riznymi normami (CSN 83 0531 a ISO 9308) 4244 °C. I zde byly
rozdily velmi malé, pii rozdilném nastaveni o 2 °C se jiz rozdil zvySuje.

Odecitani vysledkii

Vyhodnocovani vykultivovanych kolonii a jejich odecitani (resp. rozhodovani, patiili do
hledané skupiny ¢i nikoliv) je dalSim vyznamnéj$im zdrojem nepiesnosti pii
mikrobiologickém rozboru. To se v podstaté netyka analyzy vod pitnych, kdy kazda
“podezield” kolonie by méla byt dalSimi testy ovétena. U povrchovych vod to neni vzhledem
k jejich poctu mozné. Vyrazného snizeni téchto nepiesnosti vSak 1ze dosdhnout pouZzitim
kultivacniho média s lepsi diferenciacni schopnosti. Naptiklad pfi odecitani termotoleratnich
koliformnich bakterii na médiu mFC byl varia¢ni koeficient mezi vysledky odecitanymi
riznymi pracovniky jen 4 %, zatimco na Endo agaru az 12 %.

Vypocty

Volba spravného fedéni a s tim souvisejici vypocet vysledku je jednim z hlavnich problémi
mikrobiologického rozboru vody. Tento problém se zdsadné netykd mikrobiologického
rozboru pitné vody, kdy je bakterii obecné malo a jsou pfedepsany objemy, ve kterych se mé
jejich pocet stanovit. Pti analyzach vod povrchovych je v§ak nutno odhadnout piesné fedéni,
ve kterém se ma dany ukazatel hodnotit.

Podle platnych CSN, resp. CSN ISO, se ma vyhodnotit takovy stupeti fedéni, kdy je na
plotnach pii pfimém vysevu hledany mikroorganismus v poc¢tech 30-300 ktj na misce, u
membranové filtrace je rozmezi 10-100 ktj vzhledem k mensi vyuzité plose. U vzorki
neznamého znecisténi (a to je vzhledem k sezonnim a dal$im vykyvam prakticky vzdy) se
proto musi provadét fedéni né€kolik (minimalné dvé, v fade ptipadu i tii a vice), coz stanoveni
samoziejme Casove a financné zatézuje. Situaci navic komplikuje skute¢nost, ze analyza je
neopakovatelnd — vzorek se musi zpracovat a zlikvidovat do 24 h po odbéru.

Nespravné fedéni kromé toho, Ze poskytuje relativné odlisné vysledky, vyznamné zvySuje
jejich neptesnost. Pti stanoveni podilu rozptylu na praméru (vyjadiené variatnim
koeficientem) u paralelnich misek bylo zjisténo, Ze hodnota rozptylu je vyrazné nizsi u
vysledkil vypocitanych ze spravného fedéni.

Stanoveni fekalnich streptokoku — dal$i zdroje nepiesnosti
Kvalitativni chyby

Stanoveni fekalnich streptokoklt ma dnes dva stupné: kultivaci vzorku na selektivnim médiu s
azidem sodnym a TTC a konfirmaci typickych kment testem na hydrolyzu eskulinu v
prostiedi zZlu¢ovych soli. Konfirmacni testy umoziuji odliSeni tzv. “pravych” fekalnich
streptokokt od dalSich streptokokl, které nepochdzeji ze stievniho traktu a diive zplisobovaly
falesn¢ pozitivni vysledky, nebot’ téz rostly na selektivnim médiu s azidem sodnym a TTC.
Konfirmacni testy je tedy dnes nutno disledné provadét a odliSovat stanoveni tzv.
“presumptivnich” (¢ili nejpravdépodobnéjsich ¢i predbézné uréenych) a “pravych” fekalnich
streptokokd.

Kvantitativni chyby



Fekalni streptokoky tvofi nejcastéji diplokoky, mohou se vSak spojovat i do fetizkl. Je zde
tedy vyrazny rozdil mezi poctem bakteridlnich bun€k a poc¢tem kolonie tvoticich jednotek.
Zadnou zavislost zde kvantifikovat nelze.

Rast fekalnich streptokokil velmi citlivé reaguje na slozeni peptonu v zivném médiu (nejlépe
vyhovuje trypton). Pfi jejich stanoveni tedy velmi zéalezi na typu pouzitého peptonu v zivné
pudé a 1 malad odchylka ve sloZzeni miize snizit rist (a tedy 1 zachyt) fekalnich streptokok.

Stanoveni mezofilnich a psychrofilnich bakterii — dalSi zdroje nepresnosti
Kvalitativni chyby

Skupina mezofilnich a psychrofilnich bakterii je velmi nesourodé skupina
chemoheterotrofnich bakterii uzancné vazana ke slozeni kultiva¢niho média. Jakakoliv jeho
zména zachyti kvalitativné zcela odliSnou skupinu mikroorganismi (a kone¢ny vysledek
muze byt i kvantitativné odlisny).

Kvantitativni chyby

Mezofilni a psychrofilni bakterie se podle platnych CSN stanovuji pfimym vysevem do
kultivacniho média a tato metoda poskytuje fadu nepiesnosti pouze omezené ovlivnitelnych:

Teplota roztopené¢ho agarového média pro zalévani naockovanych misek ma mit teplotu
maximalné 45 °C. Vzhledem k tomu, Ze médium musi zlistat sterilni, nelze teplotu pfi
zalévani presné zjistit a kazda desetina stupné€ navic neptiznivé plsobi na riist mezofilnich a
zejména psychrofilnich bakterii.

Pokud ma médium naopak teplotu nizsi, stava se viskoznéj$im a nelze zarucit jeho bezvadné
promichani se vzorkem.

Mezi mezofilni bakterie patii i sporulujici bakterie, zejména zastupci rodu Bacillus. Pokud se
ve vzorku vyskytnou, rostou v obfich koloniich, a i jedna kolonie mtize ptertst celou misku.
Mezofilni bakterie potom nejdou bud’ spocitat vitbec, nebo je tteba volit tak vysoké fedéni,
které je pro spravny vypocet vysledku nevhodné.

Opakovatelnost a reprodukovatelnost vysledki

Pro studium opakovatelnosti a reprodukovatelnosti vysledkli byl proveden experiment analyz
péti bodovych vzorki, které byly paralelné rozdéleny pro dva pracovniky z laboratoie VUV
(kazdy pracovnik provedl celé stanoveni od zacatku az do konce = opakovatelnost) a pro dalsi
anonymni laboratof (reprodukovatelnost). Kazdy vzorek byl ockovan v péti paralelnich
stanovenich (membranova filtrace, Endo agar). Vysledky ukézaly normalni rozdé€leni, proto
byly hodnoceny standardn¢ pomoci smérodatnych odchylek a variacnich koeficientt.

Pii porovnavani vysledki dvou pracovnikii z jedné laboratote (VUV) se variaéni koeficienty
u koliformnich bakterii pohybovaly od 3 do 29 %, u termotolerantnich koliformnich bakterii
od 5 do 23 %.



Pii porovnavani vysledkil jednoho pracovnika z VUV a pracovnika z jiné laboratofe se
variacni koeficienty u koliformnich bakterii pohybovaly od 0 do 18 %, u termotolerantnich
koliformnich bakterii od 1 do 11 %.

Vzhledem k tomu, ze vysledky pracovniki ze stejné laboratote jsou relativng horsi nez
vysledky mezilaboratorni, potvrzuje se, Ze nejveétsi nepiesnosti pii mikrobiologickych
analyzach jsou zplsobeny osobnimi chybami pracovniki.

V nésledujici ¢asti je demonstrovana korelace vysledkt 12 analyz koliformnich a
termotolerantnich koliformnich bakterii (Endo, pfimy vysev), zpracovanych pracovniky dvou
riznych laboratofi. Vzorky nebyly paralelni, ale jednotlivé odebirané v jednom cCase nésledné
z jednoho profilu béhem roku. Regresni analyza ukazala vysokou korelaci vysledkili z obou
laboratofi (viz obrazky la a 1b). Korelacni koeficienty se prakticky nesniZily ani po eliminaci
dvou nejvyssich (1. extrémnich) hodnot.

Obr. 1a. Koliformni bakterie; linedrni regrese vysledki stanovenych odlisSnymi laboratofemi
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Obr. 1b. Termotolerantni koliformni bakterie; linearni regrese vysledkl stanovenych
odliSnymi laboratofemi
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Parovy T-test na stfedni hodnotu prokazal, ze vysledky obou laboratoii jsou shodné (t-stat.
0,787417 t krit. 2,262159). Variaéni koeficienty mezi jednotlivymi parovymi stanovenimi
vSak byly relativné vysoké (075 %!),

u koliformnich bakterii primérné 29 %, u termotolerantnich koliformnich bakterii primérné
23 %).

Pouziti referen¢nich materialii v mikrobiologii vody

V soucasné dob¢ jsou dostupné dva typy referencnich materiala, vyuzitelné ke sledovani
jakosti prace v hydromikrobiologickych laboratofich. V prvni fad¢ jde o referen¢ni kultury
jsou jiz dostupné prvni referencni materialy pro mikrobiologii s deklarovanym obsahem
mikroorganismd, které lze vyuzit i kvantitativné.

Referencni kultury mohou slouzit pouze ke kontroldm selektivity a rozliSovaci schopnosti
kultivaéniho média. Objednat lze fadove desitky (mozna az stovky) druhi mikroorganismi na
zelatinovych discich. Ty se pomnoZi v neselektivnim bujonu a vyrostla kultura se ockuje na
testované médium. Pro zhodnoceni ristovych vlastnosti kultury, a tudiz i vhodnosti pouzitého



média (jeho senzitivity a selektivity), 1ze vyuzit metodu ekometrie (podrobnéji viz Mossel et
al. [6]).

Prvni referenéni materialy (dale RM) pro mikrobiologii jsou holandské (Bilthoven), v CR
dodévané firmou Chemnea. Jde o Zelatinové kapsle naplnéné mléénym praskem, ktery je
uméle kontaminovan definovanou bakterialni kulturou na pozadovanou denzitu. Pfestoze tyto
referencni materialy jsou vhodné&jsi pro potravinarskou mikrobiologii a pro analyzy vod maji
urcitd omezeni, jsou vyznamnym krokem v moznostech kontroly jakosti prace. Jejich
vyuzitelnost a omezeni pii mikrobiologické analyze vod je naznaena v tabulce 1.

Nyni se jiz v holandskych laboratotich (napt. WATERLEIDING MAATSCHAPPIJ
OVERIJSSEL NW, Zwolle) zacinaji pouZzivat jako referen¢ni materidly misto sbirkovych
kmenii v Zelatinovych kapslich pfimo vzorky vody zmrazené v isotonnim médiu. Tyto
materidly vSak nejsou komercné k dispozici a jejich ptiprava je zatim vyrobnim tajemstvim.

Zavér

Mikrobiologicky rozbor vod ma sva specifika dané predevs§im nestabilitou vzorki s
nemoznosti opakovani analyz, diskrétni povahou mikroorganismu a riiznymi fenotypy
hledané mikroflory dané vyskytem v pro né zcela nefyziologickém prostiedi (napt. povrchova
¢i upravena voda). Presto je mozné pti dodrzovani metod stanoveni dosahnout kvalitnich
vysledki. Pii hodnoceni vysledkl zakladnich mikrobiologickych ukazatelii jakosti vody
(stanoveni koliformnich a termotolerantnich koliformnich bakterii) je nutno pocitat s
rozptylem vysledkti 25 %. Na rozptylu se nejvice podileji nepiesnosti pii homogenizaci a
pipetovani vzorkl a pii odecitani vysledkl.. Metody 1ze ¢astecné zpiesnit zavedenim médii s
lepsi diferenciaéni schopnosti (napt. mFC médium ke stanoveni termotolerantnich
koliformnich bakterii). Je nezbytn€ nutné pii analyzach povrchovych vod provést dostatecny
pocet fedéni, aby bylo mozné odecitat ty misky, kdy vyrostlo pfedepsané rozmezi kolonii, a to
i za cenu zvySeni nakladid na analyzu.

V soucasné dob¢ je mozné kontrolovat jakost prace v mikrobiologické laboratoii pomoci
holandskych referen¢nich material (RM a CRM, Bilthoven); vhodné je téz vyuzit vysledkt
mezilaboratornich porovnani.
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